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研究成果の概要（和文）：糖鎖は枝分かれ構造を有し、その化学構造を明らかにするのは容易ではない。本研究
では、原子レベルの構造情報をもたらす核磁気共鳴（ＮＭＲ）法を糖鎖に適用する際の測定方法について検討を
行った。ＮＭＲシグナルの分裂を回避する手法を用いることにより、５糖からなるモデル糖鎖に由来するＮＭＲ
信号を曖昧なく同定することができた。
　その糖鎖・糖ペプチドの役割を明らかにするためには、タンパク質との相互作用様式を解明する必要がある。
本研究では、モデルケースとして抗体を対象とし、NMR解析結果を組み入れたドッキングの手法を検討した。
ＮＭＲデータ量に依存するものの、ドッキングの再現性・精度を高めることができた。

研究成果の概要（英文）：Glycans usually have a branched structure, and the resulting complexity 
hampers the structural analysis. In this study, we applied nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy, which provides structural information at the atomic level, to model glycans. By using 
a 1H-homodecoupling method, NMR signals was sharpened at the expense of signal sensitivity. We 
unambiguously assigned the NMR signals derived from a model glycan.
　In order to clarify the role of the glycans, it is necessary to elucidate their interaction mode 
with proteins. In this study, we investigated a docking method for antibodies as a model case, 
incorporating the results of NMR analysis. We were able to improve the reproducibility and accuracy 
of docking, although it depends on the amount of NMR data.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 糖鎖　糖タンパク質　グライコフォーム　NMR　糖転移酵素　電子顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体分子である糖鎖の複雑な構造を明らかにすることは容易ではなく、その迅速かつ確実な構造解析が望まれて
いる。本研究では、核磁気共鳴（ＮＭＲ）法において測定方法を検討することにより、糖鎖に由来するＮＭＲ信
号を曖昧なく同定することが可能になった。本成果は、糖鎖の生理的機能の解明に貢献する。
　また糖鎖の役割を明らかにするためには、タンパク質との相互作用の様式を明らかにする必要がある。本研究
では、NMR解析結果を組み入れたドッキングの手法を検討することにより、最小限の実験結果からドッキングモ
デルを構築することに成功した。本成果は、糖鎖を認識する抗体の合理的デザインなどに応用することが可能で
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質に結合している糖鎖は、タンパク質の品質管理、細胞接着、タンパク質の安定化な

ど様々な機能を持つことが知られている。特に糖鎖は細胞の顔と呼ばれており、その構造は細
胞・組織の種類等によって大きく異なっている。さらに特定の糖鎖構造は疾患の状態によっても
大きく変動することから、近年疾患マーカーとしての役割も重視されている。 
N-結合型糖鎖（N 型糖鎖）はオリゴ糖転移酵素の働きにより、翻訳された新生タンパク質の Asn-
X-Ser/Thr 配列の Asn 残基に付加する(X は Pro 以外)。Asn に付加した糖鎖の多くはその後、
小胞体-ゴルジ体を通過する際に、一群の糖鎖プロセッシング酵素の働きを受け、高マンノース
型糖鎖から複合型糖鎖へと成熟を成し遂げる。複合型糖鎖は通常２～５本の分枝からなり、その
分枝間ではほぼ共通の糖鎖構造を有する。 
 典型的な２本鎖の複合型糖鎖は、Manα1-3 分枝と Manα1-6 分枝の２つの枝から構成され
ているが、各分枝は糖転移酵素や糖分解酵素、レクチンなどの反応性・結合性がしばしば異なる
ことが明らかにされている。ガラクト―ス転移酵素は、Manα1-3 分枝に優先的にガラクトース
を付加すること、一方でシアル酸転移酵素は、Manα1-6 分枝に優先的にシアル酸を付加するこ
とが知られている。このような分岐構造に依存した事象は、２つの糖鎖分枝のコア領域に対する
相対的な配置や運動性の違いによると考えられるが、そのメカニズムはほとんど実証されてお
らず、根本的な「問題」として解決されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、糖鎖を特徴づける分岐構造に着目し、核磁気共鳴（NMR）法や X 線結晶構造解
析法などの実験化学的手法およびレプリカ交換分子動力学法などの計算化学の手法を用いて分
岐糖鎖とレクチンの相互作用の構造基盤を明らかにすることを目的とした。糖鎖の各分枝それ
ぞれに個性がもたらされる構造的な要因を解明するとともに、分岐型糖鎖に作用するレクチン・
糖転移酵素の特異な性質を立体構造の観点から解読することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 分岐構造をもつ糖鎖およびその対照糖鎖を化学合成法および天然糖タンパク質からの切り出
しにより調製し、糖鎖に由来する NMR シグナルの完全帰属を行う。得られた帰属を基に一連の
NMR 解析を行い、立体構造とダイナミクスに関する情報を原子レベルで得る。同時に該当糖鎖の
レプリカ交換分子動力学計算を行うことにより、糖鎖の立体構造アンサンブルを求め、先に NMR
解析から得られた構造パラメータとの比較解析を行う。さらに各分岐糖鎖と特異的に結合する
タンパク質および糖転移酵素を対象として、分岐型糖鎖の相互作用様式を NMR 解析などの実験
的手法および計算科学的手法により解明する。 
 
４．研究成果 
(1) 分岐糖鎖の NMR 解析法の検討 
3 本～4 本の多分岐型糖鎖の場合、NMR シグナルの縮重が起こり、各分枝の議論が困難になる。
シグナルの縮重を回避するため、広域ホモデカップリング(Pureshift)やスペクトル処理を工夫
することにより、NMR スペクトルの簡素化の方法を検討した。広域ホモデカップリング法では通
常の測定に比べて感度が低下するものの、1H 同士のカップリングによる分裂を回避することが
できたため、従来であればシグナルの重なりや、分裂の複雑さから読み取ることができなかった
異核（13C や 31P）とのカップリング定数を容易に読み取ることができた。実際 13C 標識を部位
特異的に行った糖鎖試料に対して、Pureshift NMR スペクトルを測定することにより、糖残基間
のグリコシド結合周りの 3J(C,H)カップリング定数を比較的容易に読み取ることができた。また
1H-13C HSQC CLIP-COSY の relay を繰り返すことにより、アノマー位の水素 H1から H2, H3, H4
と順にあいまいさなく帰属することができた。本測定方法は感度も良好であり、シグナルの重な
りの激しい糖鎖信号の帰属に非常に有効な方法であった。 
 
(2) 高マンノース型糖鎖含有タンパク質の大量調製法の検討 
 分岐型糖鎖を結合しているモデル糖タンパク質として RNase B を主な対象とした。RNase B は
高マンノース型糖鎖を有しているが、マンノース残基が 5個から 9個の混合物であり、各 RNase 
B グライコフォームを HPLC により単離精製する方法を検討した。カラムの種類、移動相の溶媒
の種類、グラジエントを検討することにより、各 RNaseB グライコフォームを単離することに成
功した。各グライコフォームは NMR 解析や糖転移酵素との相互作用解析に用いた。 
 
(3) 13C-NMR 法による糖タンパク質の水素結合の解析 
 素結合を直接観察する一つの手段として NMR 法が用いられている。1H-NMR 法は糖鎖ヒドロキ
シ水素を直接観測する利点を有する一方で、シグナルの化学シフト範囲が狭く、他の信号と重複
することが問題であった。本研究ではその問題を解決するため、広い化学シフト域を有する 13C-



NMR を用いて解析を行った。13C-NMR 測定には分岐型高マンノース糖鎖を含む RNase B をモデル
糖タンパク質として、H2O : D2O = 1 : 1 の溶媒を使用して行った。そして、糖鎖に由来する 13C-
NMR シグナルの線形の温度依存性を観察することにより、ヒドロキシプロトンの H/D 交換速度に
関する情報の抽出を試みた。その結果、高温では sharp な 13C シグナルが観測された一方、低温
においては broad な 13C シグナルが観察された。13C-NMR の感度の低さの問題は残されているも
のの、糖タンパク質糖鎖の水酸基に由来する水素結合の解析法として 13C-NMR 法の有効性を示し
た。 
 
(4) 分岐糖鎖を有するタンパク質と糖転移酵素との相互作用解析 
分岐型糖鎖に作用する糖転移酵素 UGGT の分子メカニズムを解明するため、糖転移酵素および

その補助因子の発現系構築を最初に検討した。細胞内に発現している糖転移酵素の抽出条件の
最適化（超音波破砕の時間、可溶化剤の添加）を行い、糖転移酵素の一段階精製法を確立した。
また補助因子の分泌発現・精製法を確立し、補助因子内のジスルフィド結合ペアを 2 組同定し
た。さらに、精製した糖転移酵素と補助因子を混合後、ゲルろ過カラムを用いて安定な複合体を
単離することに成功した。その複合体をネガティブ染色後に 2D 解析を行ったところ、クライオ
電顕で観察が見込める単分散の像を得ることができた(BINDS による支援)。さらに、糖転移酵素
と補助因子の複合体に合成基質候補を混合させた試料についても電顕像での観察を行った。準
備が整い次第、基質上の分岐糖鎖と糖転移酵素の相互作用様式および補助因子の役割をクライ
オ電顕像の解析から明らかにする予定である。 
 
(5) NMR 法および計算化学を融合した抗体のリガンド複合体の結合様式の解明 
タンパク質の立体構造モデリングの分野が機械学習により著しく進展した状況において、タ

ンパク質とリガンドの結合様式を精度高くかつ迅速に明らかにすることは喫緊の課題として残
っている。本年度は、NMR 法と計算化学的手法を融合することにより、タンパク質とリガンドの
複合体モデルを迅速かつ高精度で構築することを目標とした。立体構造情報の蓄積している抗
体分子を対象とし、分岐構造を有するリガンドとの相互作用様式の解明に取り組んだ。¹H-NMR に
よる滴定実験および STD-NMR から、エピトープ領域を推定した。ホモロジーモデリングおよびア
ルファフォールドにより抗体モデルを構築し、実験情報を含めたドッキングシミュレーション
を実施してドッキングポーズを得た。立体構造既知の抗体-リガンド複合体の系に対して同様の
手法でドッキングを行い、本方法の精度を定量的に評価した。 
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